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RESUMO

Os fungos comumente presentes no armazenamento de grios, como espécies de
Aspergillus e Penicillium sdo responsaveis por diversas perdas na cultura do
milho, devido as alteragdes das condi¢des ambientais durante o armazenamento
e por suas habilidades na produgdo de toxinas. O objetivo neste estudo foi
reavaliar a relacdo de comportamento de algumas espécies de Aspergillus e
Penicillium em substratos com restricao hidrica, alem de avaliar o efeito do
Aspergillus flavus na qualidade dos graos de milho durante o armazenamento em
condi¢bes de ambiente controlado. Foram utilizados isolados de Aspergillus
flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus glaucus (Eurotium herbariorum) e
Penicillium sp., colocados em meio BDA, modificado pelo soluto NaCl e pelo
glicerol, em cinco niveis de potenciais (-1,0; -5,0; -10,0; -15,0; -20,0 MPa)
acondicionados em quatro niveis de temperatura 15, 20, 25 e 30°C. Para o ensaio
de armazenamento os grdos de milho foram acondicionados em dessecadores,
em 3 niveis de umidade atmosférica (30, 70 e 80% UR), um isolado de
Aspergillus flavus produtor de aflatoxina, a uma temperatura de 25°C, pelo
periodo de 4 meses. Os graos inoculados e ndo-inoculados foram avaliados em
intervalos de 30 dias por meio da aplicagdo de testes de sanidades e producdo de
aflatoxina. No crescimento micelial dos fungos em estudo, o comportamento foi
diferenciado, de acordo com os niveis de potenciais osmoticos e temperatura. O
Aspergillus ochraceus e Aspergillus glaucus demonstraram habilidade de
crescimento nos niveis de potenciais mais altos em relagdo. No ensaio do
armazenamento, & medida que aumentou o periodo de armazenamento a
qualidade dos graos diminuiu, sendo que os grdos armazenados, nas trés
umidades atmosféricas, apresentaram variacdo na qualidade, e na produgdo de
aflatoxina.

Palavras-Chave: Fungos de armazenamento, comportamento, qualidade dos graos e
micotoxina.



ABSTRACT

The storage fungi such as Aspergillus and Penicillium are responsible for
various losses in maize crops and this may be the results of changes in the
environmental conditions and their ability to produce toxins. The objective in
this study was to review the behavior among some species of Aspergillus and
Penicillium in agar substrate osmotically modified. In addition to evaluate the
effect of Aspergillus flavus in the quality of the stored grain. We used strains of
Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus and Penicillium sp., Aspergillus
glaucus (Eurotium Herbariorum) placed on PDA medium, modified by
reagents, in five levels of osmotic potential (-1.0, -5.0, -10.0 , -15.0, -20.0 MPa),
in four temperature levels 15, 20, 25 and 30°C. For the test of storage were
selected three levels of humidities for storage, maize grain, a strain of
Aspergillus flavus, a temperature and four months of storage. Each month of
storage, grains inoculated and non-inoculated were removed of the desiccators
and subjected to assessments of quality and production of aflatoxin. In the
mycelial growth of the fungi under study, the behaviors were different when the
levels of potential and temperature were increased (-1.0 to -15.0), and
Aspergillus glaucus showed a greater ability to grow in the medium with high
level of potential compared with other fungi studied. In the assay of storage, as it
the storage period increased, the quality of stored grain decreases, and the grains
that was stored, in the two atmospheric humidity had greater variation in the
quality, whereas the production of mycotoxins was raised to 70% atmospheric

humidity.

Keywords: Storage fungi, behavior, grains quality and mycotoxins.
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1 INTRODUCAO

Os fungos de armazenamento, representados em sua maioria por
espécies de Aspergillus e Penicillium sdo responsaveis por diversas perdas na
cultura do milho, ocorrendo em niveis variados, devido a diversidade das
condicdes climdticas e de cultivo do milho no Brasil. Parte dessas perdas pode
ser atribuida a baixa qualidade fisiologica e fisica dos grios, resultado da
interferéncia de fatores ambientais, como a umidade e temperatura. Geralmente
a agdo de espécies de ambos os géneros de fungos em condigdes desfavoraveis
para o armazenamento, resultam, na producdo de micotoxinas, como aflatoxinas
e ocratoxinas.

Diversos trabalhos envolvendo variagdes na temperatura, umidade
relativa do ar e presenca de fungos, na conservagdo dos graos de milho durante o
armazenamento, evidenciaram varios aspectos. Sobre estes aspectos, tem sido
observado que algumas espécies de Aspergillus tém apresentado comportamento
distinto dos padrdes referenciados em literatura. Isto faz com que as relagdes
entre comportamento dos fungos e a producdo de micotoxinas em graos
armazenados sejam revistas. O objetivo neste estudo foi reavaliar a relagdo de
comportamento de algumas espécies de Aspergillus e Penicillium em substrato
com restrigdo hidrica, além de avaliar os efeitos do Aspergillus flavus na
qualidade do grao de milho durante o armazenamento em condi¢des de ambiente

controlado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da cultura e do armazenamento de grdos de milho

O milho € um dos cereais mais importantes do mundo, utilizado como
fonte de energia para humanos e animais destacando se como uma das culturas
de maior produc¢do de graos (FAO, 2008). Entre os maiores produtores de graos
de milho no mundo destacam-se os Estados Unidos, China, Unido Européia e
Brasil (AGRIANUAL, 2011). Na agricultura brasileira a cultura do milho ¢ de
grande importancia econdmica fornecendo matéria prima para uma infinidade de
produtos e subprodutos, como o etanol (SILVA, 2004).

Na ultima década a produtividade do milho no Brasil cresceu
significativamente, alcangcando uma produ¢do na safra 2010/11 de
aproximadamente 51 milhdes de toneladas de graos (AGRIANUAL, 2011). Este
aumento da produg@o ocorre em funcao de varios fatores, estando diretamente
ligado com o sucesso do estabelecimento das plantas em campo, em conjunto
com um manejo racional ¢ com a qualidade da semente (MACHADO, 2009).
Entretanto, o sistema de producdo brasileiro apresenta elevados indices de
perdas, que estdo relacionadas a varios fatores, dentre eles, as condigdes de
armazenamento (ALVES et al., 1999).

Na fase de armazenamento de graos podem ocorrer varios danos
causados por fungos. Muitas espécies além de causar danos fisicos, podem
causar perdas qualitativas pela produgcdo das micotoxinas (PINTO, 2001).
Segundo Christensen e Kaufmann (1974), a incidéncia de organismos
microbianos e os consequentes riscos de producdo de toxinas no armazenamento
tém assumido cada vez mais importancia e gerado preocupacgdes em todo

mundo. A incidéncia destes fungos em gréos associada a uma combinagdo ideal
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de umidade e temperatura podem proliferar e conseqiientemente deteriorar os
tecidos dos graos armazenados.

Dhingra e Coelho Neto (1998) relataram que o crescimento de
Aspergillus flavus no armazenamento depende quase que exclusivamente do teor
de agua dos graos em equilibrio com a umidade relativa do ar e da temperatura.
Assim, condigdes ideais de armazenamento dos grios sdo necessarias na

tentativa de evitar o desenvolvimento deste fungo e a formacao de aflatoxinas.

2.2 Fungos associados aos graos de milho armazenados

Nos ultimos anos tém-se observado um avango das doengas na cultura
do milho, sendo os graos vulneraveis a invasdo microbiana, como conseqiiéncia
do estreitamento das relagdes patdgeno-hospedeiro-ambiente (COSTA, 2000).
Entre os diversos fatores que afetam a qualidade dos graos de milho, os
microrganismos sdo considerados como dos mais importantes, pelo fato de
acelerarem o processo de deterioragdo durante o armazenamento. E importante
salientar que a maioria dos fitopatdgenos sdo capazes de sobreviver nos graos
por longos periodos de tempo causando sérios prejuizos aos agricultores e
consumidores deste produto (SMITH; BERJAK, 1995).

Os fungos de armazenamento podem colonizar os grdos de milho antes e
durante o armazenamento, mas podem ser encontrados em grande numero em
armazéns, moinhos, silos, elevadores, equipamentos, ou seja, em lugares onde
estes produtos sdo armazenados, manuseados e processados. Segundo Dingra
(1965), os principais fungos de armazenamento sdo as espécies de Aspergillus
das quais as mais comuns sdo; A. glaucus, A. ochraceus, A. candidus, A. flavus,
A. parasiticus e Penicillium spp.

Asevédo et al.(1994) e Orsi et al. (1995) demonstraram que o género

fungico mais encontrado em grdo de milho recém-colhido foi Fusarium, seguido
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por Aspergillus e Penicillium. Puzzi (2000) apud Corréa (1995) também
pesquisaram mensalmente a microbiota fingica de 130 amostras de milho. Os
géneros mais encontrados nas amostras analisadas foram: Fusarium (83,8%),
Penicillium (55,3%) e Aspergillus (40,7%).

Em estudos Almeida et al. (2000) avaliaram a microbiota fingica em
amostras de trés hibridos de milho recém-colhidos, provenientes de trés regides
distintas do Estado de Sao Paulo foram encontrados, em média, 71,1; 46,7 ¢
22,7% de incidéncia de Fusarium, Penicillium spp. e Aspergillus spp.,
respectivamente. Nesta pesquisa os autores observaram, também, que os fatores
abioticos, tais como o teor de umidade nos graos de milho, a atividade de agua, e
a temperatura do ar influenciam diretamente no nivel de contaminagdo fungica,

bem como na potencialidade toxigénica dos fungos em estudo.

2.2.1 Principais espécies de Aspergillus em gréos de milho armazenados

Fungos do género Aspergillus crescem rapidamente, podendo ter cores
que variam de branca, amarela, marrom, verde, preto. Os seus conidioforos sdo
eretos, ndo septados e com presenca de uma vesicula na parte apical. As fialides
(local de onde surgem os conidios) podem originar-se diretamente da vesicula
(uniseriado) ou diretamente da métula (biseriado). A cabeca conidial ¢ formada
pela vesicula, métula (quando presente), fidlides e conidios. Os conidios sdo
formados em cadeias formando colunas compactadas (colunar) ou divergidas
(radiado). Podem ser lisos ou ornamentados, hialinos ou pigmentados
(SAMSON, 2000).

O referido género possui espécies que podem ser toxigénicas e
causadores de deterioracdo em grdos. Sdo saprofitos cosmopolitas de
disseminacdo facil devido a seus esporos leves e secos. S@o xerofilicos ou

xerotolerantes, ou seja, podem crescer em baixo potencial de 4gua, sendo os
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primeiros a se desenvolverem nas condi¢des de baixa umidade dos graos,
facilitando assim o desenvolvimento de outros géneros quando hd o aumento

dessa umidade (NEERGAARD, 1979; PUZZI, 2000).

2.2.1.1 Aspergillus flavus Link

Dentre as espécies de Aspergillus isoladas no milho, o Aspergillus flavus
¢ a mais frequente. Esta espécie, do Subgénero Circumdati, se¢do Flavi, em
meio de cultura CY20S, MEA, CZ ¢ CYA a 25°C, tém uma colonia de
coloragdo verde oliva, e sobre as sementes, em geral, apresenta coloragdo verde
amarelada. Os conidiéforos com vesiculas esféricas, pouco definidas, 500-600
um de diametro, raramente maiores. As fidlides cobrem a vesicula. Os
conidioforos sdo asperos, apresentam cabe¢a normalmente menor que 1 um de
comprimento. Os conidios sdo tipicamente globosos e subglobosos, equinulados,
medindo 3-6 um de diametro, &s vezes elipticos ou periformes. Podem ser
uniseriado ou biseriado, cabegas dos conidios s3o radicais ou formando colunas

pouco definidas (SANSOM, 2000; KLICH, M. A.,2002).

Aspergillus flavus tem ampla distribuicio mundial, podendo ser
encontrado em varios alimentos em decomposicdo, graos e outros substratos.
(PITT e HOCKING, 1997; SAMSON et al., 2001). Este fungo é produtor da
aflatoxina, uma micotoxina altamente toxica ao ser humano e aos animais,
podendo ocorrer tanto antes da colheita como no armazenamento. Ha evidéncias
de que a competicdo com outros fungos possa limitar a infecgdo por Aspergillus
flavus, determinando o nivel de contaminagdo por aflatoxina na lavoura e nos

graos.
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2.2.1.2 Aspergillus ochraceus Wilhelm.

Subgénero  Circumdati, Seg¢do  Circumdati inclui  espécies
taxonomicamente relacionadas com A. ochraceus. Em meio CYA a 25°C a
colonia é de coloragdo ocre no centro, colonias de aspecto sulcado e reverso
palido em tons verde-amarelados a marrom-escuro. As espécies possuem
conidiéforos de tamanho variado, sem estreitamento proximo da vesicula, as
paredes sdo lisas a marcadamente rugosas e a pigmentacdo pode ser amarelada,
laranja, marrom e também incolor. A cabeca conidial é bisseriada. As vesiculas
sdo globosas, raramente alongadas, com métulas longas de tamanho muito
proximo e forma de cunha medindo 10 a 14 um, ocasionalmente septadas. Os
conidios de paredes finas sdo lisos a finamente rugosos, globosos a elipsoidais,
nunca excedendo 4-5um de diametro. Os esclerodios, quando presentes,
possuem coloragdo creme, amarelo, avermelhado, vinaceo ou preto com a
maturidade de forma variada (SANSOM, 2000; CHALFOUN e BATISTA,
2003).

O Aspergillus ochraceus tem ampla distribui¢do em regides tropicais,
solos de desertos, campos cultivados e florestas, principalmente em latitudes que
variam de 26°C a 45°C sdo o habitat mais comum destas espécies as quais
podem ser isoladas de vegetacdo em decomposicdo e graos armazenados
(KLICH, M. A., 2002).

As toxinas produzidas por este fungo sdo acido penicilico, a ochratoxina

A, xanthomegnin, viomellein, e vioxanthin (SAMSON, 2000).
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2.2.1.3 Aspergillus glaucus (Eurotium herbariorum) Link

Subgénero Aspergillus, Se¢do Aspergillus em meio CYA a 25°C. A
coldnia € de coloragdo brilhante azulada se tornando verde para castanho verde,
ocasionalmente formando cleistotécio de cor amarela a laranja. Conidio radial,
conidi6foros lisos e septados, fialides sdo formadas diretamente da vesicula,
uniseriada, que possuem cabecas globosas e amarelas brilhantes e podendo
ocorrer & formacdo de cleistotécio. Os conidios sdo rugosos, raramente lisos,

formato oval tipo péra com 5 pm de comprimento (KLICH, M. A., 2002)

2.2.2 O género Penicillium Link: Fr

A incidéncia de Penicillium vem aumentando em muitas areas de cultivo
de milho, principalmente nos grios, nos ultimos anos. As col6nias de
Penicillium geralmente sdo de crescimento rapido, de coloragdo esverdeada, as
vezes branca, consistindo principalmente de uma massa de conididforos. Os
conidioforos sdo curtos, geralmente eretos, lisos ou ligeiramente asperos,
mononematoso ou sinematoso. Ocorre a formacdo de poucas fidlides. Os
conidios sdo unicelulares, variaveis, lisos subglobosos para esféricos, mas
geralmente elipiticos 3,4-12 x 3-8 pm. Existem cerca de 1107 espécies,
variedades e formae speciales de taxons pertencentes ao género Penicillium sp.
descritos em literatura. Foram observadas 182 variedades e duas formae
speciales associadas ao género (Index Fungorum, 2010). Dentre 2.140 registros
de ocorréncia de hospedeiro que apresentava Penicillium sp. em seu tecido,
cerca de 90 registros foram na cultura do milho (Zea mays L.) e 30 na nogueira-
peca (Carya illinoensi K) (Index Fungorum, 2010; Embrapa, 2010).

Estes fungos podem causar descoloragcdes nos graos, reducdo na

germinacdo de sementes, perda da matéria seca, producdo de micotoxinas e
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alteragdo do valor nutricional. Os principais metabolitos produzidos por este

fungo sdo o acido oxalico e o acido secaldénico D (SAMSON, 2000).

2.3 Principais fatores que influenciam na invasdo e no crescimento dos

fungos em gréos armazenados.

Alguns fatores sdo criticos, tais como: temperatura, atividade de agua, pH,
oxigénio entre outros, além de fatores fisicos, como injirias nos grios, sdo
importantes, pois, interferem no crescimento e na produgdo de toxinas pelos
fungos. A umidade e a temperatura s3o consideradas os fatores mais
importantes, pois, afetam tanto o crescimento quanto a producdo de toxinas

(HERMANN e TRIGO-STOCKLI, 2008).

2.3.1 Umidade

As exigéncias de umidade podem variar entre as espécies de fungos, tanto
no limite inferior de umidade de crescimento, quanto no intervalo sobre o qual
irdo predominar. Em graos, os limites mais baixos de umidade que permitem a
invasdo dos fungos de armazenamento comuns variam conforme a espécie:
Aspergillus halophilicus, de 13,0 a 13,2%; A. restrictus, de 13,2 a 13,5%; A.
amstelodami, A. chevalieri, A. repens e A. ruber, 14,0 a 14,2%; A. candidus e A.
ochraceus, 15,0 a 152% e A. flavus, 17,5 a 18,0%. Peritécios do A.
amstelodami, A. chevalieri, A. repens e A. ruber sio produzidos em graos de
cereais apenas se o teor de umidade destas estruturas for pelo menos 15,0-
15,5%, e peritécios raramente sdo produzidos quando o teor de umidade do grio
¢ superior a 17,0%, pois, neste nivel de umidade ha a predominéncia de outros

fungos (CHRISTENSEN e KAUFMANN, 1965).
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NA tabela 1 sdo apresentadas as condigdes ideias para o crescimento de
alguns fungos de armazenamento em graos variando as temperaturas de 25 a

27°C (BAKKER-ARKEMA, 1999).

Tabela 1- Condigdes para o crescimento de alguns fungos em graos nas
temperaturas de 25 a 27°C.

Espécie Umidade relativado ar  Teor de umidade dos
intergranular - % graos - %
Aspergillus halophilicus 68 12-14
A. restrictus 70 13-15
A. glaucus 73 13-15
A. candidus, A. ochraceus 80 14-16
A. flavus, A. parasiticus 82 15-18
Penicillium spp. 80-90 15-18

2.3.2 Temperatura

A temperatura ¢ outro fator que afeta a armazenagem de graos, sendo
crucial a interagdo de fatores bidticos e abidticos que promovem a deterioragdo
de graos. Como o grao ¢ comumente colhido seco ou pode ter seu teor de
umidade reduzido a um nivel de seguranca, este passa a ter um papel menos
importante que o da temperatura (D’ARCE, 2009).

A temperatura tem um papel importante no crescimento do micélio, na
formacdo e germinacdo dos esporos (SANSON, et al 2000). A temperatura
Otima para o crescimento da maioria dos fungos de armazenamento ¢ de 28 a
35°C e um minimo de 0 a 5°C. De acordo com Dhingra (1985), Christensen e
Kaufmann (1965), entre outros, algumas espécies de Penicillium, comuns em
graos, podem crescer vagarosamente nas temperaturas de -5 a 0°C, mas para isso
os grdos devem ter um teor de umidade em equilibrio com 100% de UR. Na

espécie de Aspergillus flavus, para que haja a infecgdo nos grios estes devem



21

apresentar uma umidade em equilibrio com 85% UR (umidade relativa), o que
representa 18% de teor de umidade nos graos de milho a 25-30°C. Abaixo destes
valores o fungo ndo ¢ capaz de infectar os graos. Os fungos que invadem os
graos em equilibrio com 85% UR crescem lentamente em temperaturas abaixo
de 10°C (DHINGRA, 1965).

A umidade relativa, o teor de umidade dos grios e a temperatura sdo

fatores interligados em sua a¢ao sobre os graos (DELOUCHE et al., 1983).
2.3.3 Injurias de tecidos dos graos ou condicao fisica do grao

Os efeitos do crescimento fungico sdo emboloramento visivel,
descoloracdo, odor desagraddvel, perda de matéria seca, aquecimento, mudangas
quimicas e nutricionais, perda de qualidade e producdo de compostos toxicos —
as micotoxinas (POMERANZ, 1982).

Os danos mecanicos sofridos pelos graos geram trincas no endosperma e
escarificacdes no pericarpo do grio ou mesmo a ruptura do endosperma,
expondo seu conteudo a ag¢do de fungos e de insetos, com reflexos negativos na
potencialidade de armazenamento (FARIAS et al., 2000; RADUNZ et al., 2006).
Em geral, a deterioragdo dos grios comega ainda no campo, onde, por
implicagdes econdmicas, o produto ¢ mantido na planta até a secagem, pratica
esta que ¢ largamente utilizada pelos agricultores, uma vez que requer o minimo
de investimento. Todavia, esta pratica pode resultar no inicio de elevadas
infestagdes de fungos e de pragas em graos armazenados (NESCI et al., 2003).

A presenca de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium ¢ um
indicativo da deterioragdo das sementes ou grios de cereais e oleaginosas, e
estes patdégenos promovem danos ao embrido, descoloragdo, alteracdes
nutricionais e perda da massa seca (MILLER, 1995). A deterioragdo depende da
atividade das varidveis bidticas que, por seu turno, ¢ afetada, principalmente,

pela interacdo da temperatura e umidade. Essa deterioracdo pode ser baixa no
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inicio, porém, quando ocorrem combinagdes dessas varidveis, juntamente com
um prolongado periodo de armazenagem, podem gerar perdas significativas na
qualidade dos produtos (D’ARCE 2009).

A deterioragdo do grao ¢, portanto, um processo resultante da agdo de
microorganismos que utilizam os nutrientes presentes no grao para seu
crescimento e reprodu¢do. Pode ocorrer, também, devido ao aquecimento do
grdo e microorganismos associados, quanto maior a umidade, maior o risco de

deterioracdo (D’ARCE, 2009).

2.5 Producao de toxinas por fungos de armazenamento

O desenvolvimento de microrganismos, particularmente os fungos, ¢ um
dos mais sérios fatores responsaveis pelas perdas de produgdo de graos na pos-
colheita, sendo que o desenvolvimento dos fungos pode ser acompanhado pela
producdo de micotoxinas (AIDOO, 1993). O termo micotoxina é derivado da
palavra grega “mykes”, que significa fungo, e do latim “toxican”, que significa
toxinas. As micotoxinas sdo metabolitos secundarios de fungos filamentosos, ¢
sdo toxicas ao homem e animais mesmo em pequenas concentragdes (PITT,
2000). A contaminacdo de grdos por micotoxinas pode ocasionar perdas
substanciais a economia associados ao comercio internacional destes produtos,
pois, muitos paises estabelecem limites para micotoxinas em alimentos, segundo
a FAO (2008) estas perdas chegam a milhdes de toneladas por ano.

Os principais géneros produtores de micotoxinas em produtos agricolas,
principalmente em grdos de milho sdo Aspergillus, Fusarium e Penicillium
(CAST, 2003). Outros fungos podem fazer parte do complexo de graos ardidos,
tais como espécies de Stenocapella. O tipo e a quantidade de micotoxina
produzida por um fungo dependem de fatores ecoldgicos e do processamento

particular de cada produto (FILTENBORG et al., 1996). Vale ressaltar que a



23

presenca de fungo produtor em associagdo com grdos nao indica
necessariamente a presenga de micotoxina, pois, as condi¢des nas quais o fungo
produz sua micotoxina sdo muito especificas (TANIWAKI e SILVA, 2001).

Varias micotoxinas tém sido identificadas em alimentos contaminados por
espécies de Aspergillus sendo que as mais importantes sdo as aflatoxinas
produzidas por A. flavus, A.parasiticus e A. nomius e as ochratoxinas produzidas
por Aspergillus ochraceus e algumas espécies de Penicillium (VARGA et al.
2004).

As aflatoxinas estdo entre os mais importantes carcinégenos conhecidos,
as mais estudadas sdo as aflatoxina B;, B,, G;, G,. Devido as suas elevadas
toxicidades estudos sobre a ocorréncia natural, identificagdo, caracterizagdo,
biosintese e regulagdo genética das aflatoxinas tém sido conduzidas (PAYNE &
BROWN 1998; BENNETT & KLICH 2003; YU et al. 2004). J4 algumas
espécies de Penicillium sdao conhecidas por produzirem ochratoxina, € patulina
(WHITLOW e HAGLER, 2005).

A ochratoxina A ¢ uma potente nefrotoxina, que possui acdo destrutiva
especifica sobre as células renais, pode contaminar varios produtos. Trata-se de
uma toxina que exibe propriedades carcinogénicas, teratogénicas e imunotoxica
em humanos e animais. A ochratoxina de maior importancia ¢ produzida por
Aspergillus da se¢do Circumdati e Nigri (SAMSON et al., 2004; FRISVAD et
al., 2004).

Para a detecg¢do de micotoxina inimeros métodos de analise em alimentos
e produtos agricolas sdo descritos na literatura, dentre os quais o proposto por
Fennel et al., Bothast ¢ Hesseltine apud Singh et al. (1991), denominado de
BGYF (Bright Greenish Yellow Fluorescence). Neste método a detecgdo rapida
das aflatoxinas ¢ determinada; através da fluorescéncia produzida por
substancias especificas (acido kodjico e peroxidase) em sementes submetidas a

luz UV de comprimento onda longa (365nm). Segundo Wogan (1966), as
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aflatoxinas B1 e B2 emitem luz fluorescente azul, enquanto as G1 ¢ G2 emitem
fluorescéncia amarela esverdeada, quando submetidas a luz U.V. Metodologias
semelhantes foram desenvolvidas por Lin e Dianese (1976), os quais adotaram o
meio agar-coco (CAM-Coconut Agar Medium), e por Hara apud Wicklow et al.
(1981), utilizando o meio APA (Aflatoxin Producing Ability) para distinguir
Aspergillus flavus de produtores positivos ou negativos de aflatoxinas,
baseando-se na fluorescéncia.

Diversas metodologias analiticas para a detec¢do de micotoxinas sdo
utilizadas. Dentre estas a cromatografia de camada delgada (TLC - Thin Layer
Cromatography), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e ELISA
(SCOTT, 1995), sdo adotadas na detecgdo de tais micotoxinas. As duas ultimas
téem sido também empregadas na quantificacdo das toxinas presentes nos
produtos (GOURAMA ¢ BULLERMAN, 1995).

Técnicas moleculares tém sido utilizadas na identificacdo de espécies
fingicas e na tentativa de detec¢do de genes responsaveis pela biossintese de
micotoxinas. Dentre as técnicas utilizadas na tentativa de deteccdo dos genes
responsaveis pela produgdo de micotoxinas inclui-se o sequenciamento, que
analisa as seqiiéncias das bases nitrogenadas presentes no gene, podendo
identificar a mutacdo em apenas uma unica base. Entretanto, estas mutagdes
podem ser silenciosas, podendo ndo afetar a estrutura do aminoacido ou a
proteina produzida (ZAHA et al, 2000).

No intuito de proteger os consumidores, além de técnicas rapidas de
identificacgdo, leis tém sido adotadas em muitos paises, como no Brasil, contra o
efeito nocivo das micotoxinas em alimentos. No Brasil pela resolucdo n° 3476,
publicada no Diario Oficial da Unido, de 19/01/77, a Comissdao de Normas e
Padroes Alimentares (CNPA) fixou um limite maximo de aflatoxinas B; ¢ B, em
30 pg/kg. O programa Nacional de Monitoramento e Controle de Micotoxinas

propds para aflatoxinas By, B,, Gy, e G, os limites de 3ug/kg (alimentos infantis)
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e 20 pg/kg (outros produtos). Para ochratoxina A, o limite proposto ¢ de 50
pg/kg em arroz, cevada, feijdo e milho, e para zearalenona, o limite proposto ¢

de 200 pg/kg para o milho (FAO, 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao de isolados flingicos

Neste trabalho foram utilizados isolados de fungos associados a graos de
milho de amostras recebidas no laboratério de Patologia de Sementes para
analise sanitaria. Dos grdos foram feitos isolamentos de Aspergillus flavus,
Aspergillus ochraceus e Penicillium sp.. O isolado Aspergillus glaucus
(Eurotium herbariorum) foi obtido de graos de soja. A metodologia utilizada
para estes isolamentos consistiu no uso do blotter salino, conforme descri¢ao
de Machado (1988) e Machado (2002). Os grdos foram incubados em placas de
Petri de 15 cm de didmetro, contendo trés folhas de papel de filtro esterilizadas e
umedecidas com solug¢do salina esterilizada, contendo 6% de cloreto de sdédio em
agua destilada. As placas foram mantidas em camara de incubac¢do sob luz negra
(radiagdo na faixa de 320-400 nm), com fotoperiodo de 12 h, a temperatura de
20°C £ 2°C, por um periodo de 7 dias.

A observacdo dos graos para identificagdo da microflora foi realizada
com o auxilio do microscopio estereoscopico, e quando necessario microscopio
otico para confirmagao das estruturas do fungo, conforme descri¢do de Machado

(1988; 2002).

3.2 Preparo do substrato e avaliagdo do crescimento micelial dos fungos em

relacdo a restricdo hidrica

Os quatros fungos - Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus,
Aspergillus glaucus (Eurotium herbariorum) e Penicillium sp foram crescidos

em BDA basico e cultivado por 7 dias a temperatura de 20°C e fotoperiodo de
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12h. Apds este periodo os fungos foram colocados em um meio sélido agarizado
modificado e seu crescimento micelial foi avaliado. Foram utilizados os solutos
NaCl e e Glicerol, separadamente, que proporcionaram uma diferente condig¢ao
de umidade pela restri¢do hidrica do meio de cultura. Em seguida discos de
micélio de Smm em estudo foram colocados no centro das placas de Petri de 9
cm, em contato com substratos modificados, em diferentes potenciais osmoticos
(-1,0, -5,0, -10,0, -15,0, -20,0 MPa).

As placas contendo o substrato modificado como inéculo dos fungos
foram acondicionadas em camaras tipo BOD, previamente reguladas com as
temperaturas de 15, 20, 25 ¢ 30 °C e fotoperiodo de 12 horas no periodo de 10
dias.

O crescimento micelial dos fungos foi avaliado diariamente, pela
medi¢do do diametro das colonias no verso das placas com o auxilio de régua
milimetrada, calculando-se as médias ao final do periodo de incubagao.

Para a avaliagdo de crescimento micelial foi utilizado delineamento
experimental inteiramente casualizado, com 5 repeti¢cdes, em esquema fatorial, 4
espécies fungicas (Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
glaucus e Penicillium), 2 solutos de restrigdo hidrica (Cloreto de sodio e
Glicerol) 5 potenciais osmoticos (-1,-5, -10, -15, -20 MPa) e 4 temperaturas (15,

20, 25 e 30°C), sendo testemunha o crescimento somente em meio BDA.
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3. 3 Avaliacdo de efeitos de Aspergillus flavus na qualidade dos grédos de
milho durante o armazenamento

3.3.1 Instalacé@o do ensaio (tratamentos, inoculacéo e acondicionamento dos
graos)

Para este ensaio foram estabelecidos 2 niveis de umidades de
armazenamento, um genoma de milho, um isolado de Aspergillus flavus
produtor de aflatoxina, uma temperatura (25°C), e periodo de 4 meses de
armazenamento. Antes do armazenamento foi realizada uma avaliagdo na
qualidade sanitaria dos grdos de milho utilizados no experimento.

Para a contaminagdo dos graos com Aspergillus flavus langou-se mao da
técnica descrita por Machado (2005). Por esta técnica o isolado de Aspergillus
flavus foi transferido, inicialmente, para meio BDA e mantidos por sete dias sob
regime de 12 horas de luz negra, a temperatura de 25 °C. Apo6s esse periodo, foi
preparada uma suspensdo de conidios acrescentando-se 10 mL de &gua
esterilizada ¢ 50 ppm de TWEEN 80 por placa. A suspensdo de fungos foi
vertida em uma cuba de vidro contendo meio BDA modificado (0,5% de agar -
5g/L), esterilizado, padronizando a solu¢do na concentragio de 1,0 X 10°
conidios / mL. Apds homogeneizagdo desse meio, dois discos de papel de filtro
de 15 cm de diametro, previamente esterilizados, foram mergulhados nessa calda
agarizada e colocados em placas de Petri de 15 cm de diametro. Essas placas
foram mantidas em incubadoras a 25°C, por um periodo de aproximadamente 20
dias, até a desidratagdo completa do papel de filtro. A esse substrato, contendo
as colonias dos fungos em estudo com elevada esporulagdo, foram adicionados 2
g de caolim (material inerte de granulometria fina), previamente esterilizado, por
placa de 15 cm de didmetro, obtendo-se assim uma mistura de pé com esporos

dos fungos.
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A concentragdo de conidios na formulagdo obtida foi ajustada para 1,0 x
10° conidios/g de produto, com auxilio de uma cdmara de Neubauer. A
incorporacdo do indculo, composto de propagulos fungicos, aos graos de milho,
foi realizada tomando-se como base a relagdo de 200 g do produto/100 kg de
graos previamente desinfestados com hipoclorito de s6dio 1% por 30 segundos.

Os graos inoculados e ndo inoculados foram distribuidos uniformemente
em potes de plastico e colocados dentro de dessecadores com teores de umidade
distintos proporcionados pelo o uso de solugdes saturadas de NaCl e KCI
(Cloreto de Sodio e Cloreto de Potassio). Através destas solu¢des de NaCl e KCI
foram obtidos os teores de umidades atmosféricas de 32%, 74% e 80%
(STOKES e LEVIEN, 1946). Os graos inoculados e ndo inoculados foram
mantidos dentro dos dessecadores por um periodo total de quatro meses na
temperatura de 25°C.

Durante o armazenamento, em intervalos de 30 dias uma amostra dos
graos inoculados e ndo inoculados foi retirada dos dessecadores e submetidos a

avaliagdes de qualidade e da produgdo de aflatoxina.

3.3.2 Avaliacao da presenca e nivel de aflatoxina nos grdos armazenados

A detec¢ao de micotoxina foi realizada através do Kit Romer Labs®
conforme recomendacao do fabricante e de acordo com as normas do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Para extracdo da aflatoxina, amostras de 20 g dos grdos de milho foram
trituradas, pesadas e colocadas em 50 mL de solucdo de metanol a 70%, com
agitacdo constante por 3 minutos. O conjugado (enzima da micotoxina) foi
misturado a 50 uL do extrato obtido, na propor¢do de 1:1. Em seguida, 100 pL
da mistura (extrato + conjugado) foram pipetadas para os micropogos da placa

de Elisa contendo anticorpos especificos a aflatoxina, permanecendo em contato
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com eles por 15 minutos. Apos este periodo, os micropogos foram lavados e
secos, aos quais foram adicionados 100 pL de um substrato enzimatico para o
desenvolvimento de uma coloragdo azul. Apds cinco minutos foi adicionado
100uL da solucao “stop” havendo a alteracdo da cor para amarelo. A densidade
optica (DO) foi mensurada em espectrofotdmetro com comprimento de onda de

450 nm e comparadas as DO dos padrdes.

3.3.3 Avaliacdo da qualidade sanitaria e fisica dos gréos inoculados e ndo

inoculados durante o periodo de armazenamento

Para estas avaliagdes foram utilizados os testes de sanidade,

condutividade elétrica, e teor de umidade dos grios conforme descri¢do a seguir.

3.3.3.1 Teste de sanidade

Para este teste foi utilizado blotter modificado com o meio de cultura
DG18, no qual os graos foram incubados em placas de Petri de 15 cm de
didmetro, contendo trés folhas de papel de filtro esterilizadas e umedecidas com
meio de cultura. As placas sdo acondicionadas em camara de crescimento sob
luz negra (radiagdo na faixa de 320-400 nm), com fotoperiodo de 12 h, a
temperatura de 20° C = 2° C, num periodo de 7 dias.

A visualizagdo dos graos para identificagdo da microflora foi realizada
com a utilizagdo do microscopio estereoscopico, € quando necessario, foi

utilizado o microscépio 6tico para confirmagdo das estruturas do fungo.
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3.3.3.2 Teste de Condutividade Elétrica

Neste teste foram utilizados quatro repeticdes de 50 sementes.
Preliminarmente foi determinado o teor de 4gua das amostras. Cada amostra foi
devidamente pesada, com precisdo de duas casas decimais. Em seguida os graos
foram colocados para embeber em um recipiente contendo 75 ml de agua
deionizada e mantidas em uma cdmara (germinador) a temperatura de 25°C
durante 24 horas. A agua colocada nos recipientes foi mantida a 25°C, com uma
antecedéncia de 24 horas, visando o equilibrio da temperatura. Apos a
embebi¢do dos graos por 24 horas, foi realizada a leitura da condutividade
elétrica na solugdo de embebicdo, através do condutivimetro, que possui um
sensor (eletrodo), com constante de eletrodo 1,0. O aparelho foi calibrado
sempre no inicio do trabalho, pelo menos 30 minutos antes das atividades de
leitura.

Os recipientes contendo as sementes foram retirados, 15 de cada vez e
agitados por 10 a 15 segundos antes da leitura. O resultado obtido através do
condutivimetro foi dividido pelo peso da amostra ou repeticdo

(KRZYZANOWSKI, 1999).

3.3.3.3 Teste de Umidade

O método utilizado para afericdo da umidade foi o da estufa a 105°C,
oficialmente estabelecido pela RAS (Regras para Analise de Sementes no Brasil)
para uso nos laboratdrios de anélise de sementes no pais. Apos a retirada dos
dessecadores as amostras foram pesadas em balanga com sensibilidade de
0,001g e colocadas em recipientes com tampa. Os recipientes foram secos em
estufa a 105°C e resfriados em dessecadores, convenientemente identificados. Os

recipientes ja contendo as amostras de grdos de milho inoculados e ndo
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inoculados foram colocados na estufa a 105°C, sobre suas respectivas tampas. A
contagem do tempo para a secagem das amostras iniciou-se apos o retorno da
temperatura da estufa a 105°C. As amostras de milho inoculadas e ndo
inoculadas foram mantidas na estufa durante 24 horas, apos este periodo as
amostras foram retiradas, tampadas rapidamente e colocadas em dessecadores
para serem resfriadas e entdo pesadas.

A porcentagem de umidade foi calculada na base do peso umido
aplicando-se a seguinte formula:

% Umidade (U)= 100 (P-p) / P-t

Onde:

P = peso inicial, peso do recipiente e sua tampa mais o peso da semente;

p = peso final, peso do recipiente e sua tampa mais peso da semente;

t = tara, peso do recipiente com sua tampa;

O peso (g) foi registrado utilizando-se com trés casas decimais, o €
resultado final foi obtido através da média aritmética das porcentagens de

cada uma das repeti¢oes retiradas da amostra de trabalho.

3.3.3.4 Analises Estatisticas

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
cinco repeti¢des. A andlise de variancia foi realizada em esquema fatorial 5x4x2
(potenciais osmdticos; temperaturas; solutos). As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o programa Sisvar” versio 5.3 (Ferreira, 2008) ¢ as
médias comparadas pelo teste t de Student, Tukey ou regressdo (p <0,05), de

acordo com a natureza dos dados.
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4 RESULTADOS

4.1 Crescimento micelial de espécies de Aspergillus e Penicillium em

substrato com restricdo hidrica, em diferentes temperaturas

De acordo com a analise de variagdo, o didmetro médio das coldnias das
espécies de Aspergillus glaucus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus e
Penicillium sp. foram influenciados significativamente (P<0,005) pelos
diferentes solutos, niveis de potenciais osmoticos dos substrato e pelas diferentes
temperaturas, havendo diferencas significativas na interagdo entre ambos.

No condicionamento osmotico proporcionado pelo soluto Glicerol
observa-se (Figura 1) que crescimento micelial dos fungos em estudo foi
estimulado em todas as temperaturas, obtendo um maior crescimento na
temperatura de 30°C, como observado na figura 1. Ja nos diferentes potencias
observa-se (Figura 1) que no maior potencial, de -20 MPa, houve o crescimento
destes fungos apenas nas temperaturas de 20°C e 30°C.

Na temperatura de 15°C (Figura 1A) houve o crescimento dos fungos
Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus glaucus e Penicillium sp.
nos potenciais de 0,0; -1,0; -5,0; -10,0 e -15,0 MPa, diferentemente do potencial
de -20,0 MPa que nao estimulou o crescimentos deste fungos. Para a
temperatura de 20°C, representada pela figura 1B, observa-se o crescimento em
todos potenciais osmoticos do Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus e do
Aspergillus glaucus, com excegdo do Penicillium sp, que ndo teve seu
crescimento estimulado nos potenciais mais altos.

O crescimento micelial dos fungos Aspergillus flavus, Aspergillus
glaucus e Penicillium sp na temperatura de 25°C (Figura 1C) foi estimulado até
o potencial de -15,0 MPa. No potencial de -20,0 MPa observa-se na figura 1C

que houve apenas o crescimento do Aspergillus ochraceus.
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Na temperatura de 30°C (Figura 1D), observa-se o maior crescimento
dos fungos Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus glaucus e
Penicillium sp. quando comparados com as outras temperaturas. Observa-se o
crescimento destes fungos em todos os potenciais. Aspergillus glaucus nesta
temperatura obteve seu maior crescimentos nos potenciais de -5,0; -10,0; -15,0 e
-20,0 MPa, quando comparado aos outros fungos. Ja o crescimento micelial do

Penicillium sp. ndo foi promovido nos potenciais maiores.
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Figura 1 — Diametro médio da colonia de A. flavus, A. ochraceus, A. glaucus
e Penicillium sp. aos 10 dias de idade sobre influéncia de diferentes niveis de
restricdo hidrica no meio BDA + Glicerol, acondicionados em diferentes

temperaturas. A - 15°C, B - 20°C, C —25°C e D — 30°C.
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No condicionamento osmético proporcionado pelo NaCl (Figura 2)
observa-se de maneira geral que o crescimentos dos fungos Aspergillus flavus,
Aspergillus ochraceus, Aspergillus glaucus e Penicillium sp, em comparagéo
com o condicionamento osmoético proporcionado pelo glicerol, tiveram um
menor crescimento micelial em todas as temperaturas e nos diferentes niveis de
potenciais osmoticos. Neste substrato observa-se que a temperatura de 25°C foi a
unica que os fungos em estudo cresceram em todos os potenciais, ainda
observando a figura 2 verifica-se que todos os fungos obtiveram seus maiores
crescimentos na temperatura de 30°C.

Nas temperaturas de 15 e 20°C (Figura 1A e 1B, respectivamente) os
fungos Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus glaucus e
Penicillium sp apresentaram menor crescimento micelial, quando comparados as
outras temperaturas. Em relagdo ao crescimento nos diferentes potenciais
observa-se que o Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus e Aspergillus glaucus
cresceram nos potenciais de 0,0, -1,0 e -5,0MPa, sendo o crescimento do
Aspergillus glaucus menor do que os dois fungos citados. No potencial de -
10,0MPa houve apenas o crescimento do Aspergillus ochraceus nas duas
temperaturas. Nos potenciais de -15,0 e -20,0MPa ndo houve crescimento algum
destes fungos em estudo.

Na temperatura de 25°C (Figura 2C) observa-se o comportamento
diferencial dos fungos Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
glaucus e Penicillium sp, em seu crescimentos micelial. Nesta temperatura
houve o crescimento de todos os fungos nos potenciais de 0,0; -1,0; -5,0; -10,0 e
-15,0MPa. Aspergillus flavus e Aspergillus ochraceus apresentaram maior
crescimento micelial nos potenciais de -5,0, -10,0 e -15,0MPa. No potencial
osmotico de -20,0MPa observa-se apenas o crescimento do Aspergillus
ochraceus. Para a temperatura de 30°C (Figura 2D) observa-se que os fungos em

estudo obtiveram um maior crescimento nos potenciais de 0,0, -1,0 e -5,0, no
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potencial de -10,0 apesar de haver e crescimento, este por sua vez foi menor
quando comparado aos menores potenciais. J4 nos potenciais de -15,0 e -20,0

ndo houve o crescimento destes fungos.
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Figura 2 — Didmetro médio da colonia de A. flavus, A. ochraceus, A. glaucus e
Penicillium sp. aos 10 dias de idade sobre influéncia de diferentes niveis de
restricio hidrica no meio BDA + NaCl, acondicionados em diferentes

temperaturas. A — 15°C e B—-20°C, C - 25°C e D — 30°C.
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4.2 Efeitos de Aspergillus flavus nos grdos de milho durante o

armazenamento.

Na avaliagdo da qualidade sanitdria dos grdos de milho antes do
armazenamento foi observada a presenga de 100% de Fusarium verticilioides e a
presenga natural de Aspergillus flavus com incidéncia baixa. Passado o periodo
de armazenamento observou uma diferencga significativa (P< 0,005) em relagdo a
presenca ou nio destes fungos nos grios de milho quando inoculados ou nao
com Aspergillus flavus e colocados em diferentes umidades atmosféricas de
armazenamento (Figura 3).

No ambiente com 30 ¢ 80% de umidade atmosférica (Figura 3 A ¢ 3C,
respectivamente), observa-se, que apesar da presenga do Fusarium verticilioides,
a medida que se estendeu o periodo de armazenamento, do 1° ao 4° més, houve
um aumento na incidéncia do Aspergillus flavus nos grios inoculados, vale
ressaltars-que apenas no segundo més de armazenamento dos grdos inoculados,
armazenados em umidade atmosférica de 80%, ocorreu uma queda na incidéncia
do Aspergillus flavus. Nos griios ndo inoculados a incidéncia de A. flavus néo
passou de 20% e 40% nas respectivas umidades atmosféricas de armazenamento
de 30% e 80%, ao contrario do Fusarium verticilioides que obteve 100% de sua
incidéncia em praticamente todos os periodos de armazenamento.

Na umidade de atmosférica de armazenamento de 70% (Figura 3B)
houve uma maior incidéncia de Aspergillus flavus nos grios inoculados ¢ ndo
inoculados, quando comparados as outras umidades. Nos grios inoculados a
incidéncia deste fungo foi de 100% em todos os quatros meses, ja nos graos nao
inoculados, mesmo com uma incidéncia de 100% de Fusarium verticilioides,
observa-se que a incidéncia de Aspergillus flavus foi aumentando a medida que

se estendeu o periodo de armazenamento.
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Na avaliagdo da porcentagem de umidade dos graos de milho inoculados
e ndo inoculados indica (Figura 4) que ndo houve diferenca estatistica (P<0,005)
entre este dois tratamentos. Porém, houve diferencgas estatisticas (P<0,005) entre
as umidades atmosféricas de armazenamento de 30, 70 ¢ 80% e entre os
diferentes periodos de armazenamento (Figura 4).

A medida que estendeu o periodo houve um aumento na umidade dos
graos de milho armazenados a 30, 70 e 80% de umidade atmosférica. A umidade
atmosférica de 80% foi a que proporcionou o maior aumento da porcentagem de
umidade dos graos, atingindo aproximadamente 25%, quando comparada as
outras umidades atmosféricas em estudo.

Na avaliacdo da condutividade elétrica dos graos de milhos, inoculados
e ndo inoculados armazenados a 30, 70 e 80%, observa-se (Figura 5) que nio
houve diferencgas significativas entre os tratamentos inoculados e ndo inoculados
com Aspergillus flavus. Entre as umidades atmosféricas de armazenamento e
entre—os diferentes periodos de armazenamento (Figura 5) houve diferencas
estatisticas.

Do primeiro ao quarto més houve um acréscimo nos valores médios da
condutividade dos grdos de milho inoculados e ndo inoculados. Na umidade
atmosférica de 80% os valores médios foram maiores, aproximadamente 60
uS.cm'.g, quando comparado as outras umidades atmosféricas utilizadas neste

presente trabalho.
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Figura 4 — Percentual de umidade de grdos milho inoculados com e ndo
inoculados A. flavus em armazenados por um periodo de quatro meses nas

umidades atmosféricas de 30%, 70% e 80%.
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Figura 5 — Valores médios de Condutividade elétrica (uS.cm'.g") dos gréos
de milho inoculados e ndo inoculados com A. flavus, armazenados por um

periodo de quatro meses nas umidades atmosféricas de 30%, 70% e 80%,
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Na avaliagdo da concentragdo de aflatoxina nos graos inoculados e nio
inoculados armazenados a 30%, 70% e 80% de umidade atmosférica, houve
diferencas significativas (P< 0,005) entre os tratamentos (Figura 6).

Na umidade atmosférica de 30% a concentracdo de aflatoxina de
maneira geral ndo ultrapassou 6 ppb. Nesta umidade a medida que se estende o
periodo de armazenamentos do grdo de milho, inoculados e ndo inoculados,
aumentou-se a concentragao de aflatoxina.

Na umidade atmosférica de 80% do primeiro ao quarto més de
armazenamento houve um aumento na concentragdo de aflatoxina os
tratamentos dos graos inoculados e ndo inoculados, sendo que, os grdos
inoculados apresentaram maior concentragdo, aproximadamente 6ppb, em
comparagdo com os grios nio-inoculados que apresentaram uma concentragdo
final de 4 ppb.

A umidade atmosférica de 70% foi a que promoveu uma maior
concentragdo de aflatoxina, variando de 100 a 150 ppb, nos graos inoculados,
quando comparados aos grdos inoculados armazenados a 30% e 80% de
umidade atmosférica. Nesta umidade, nos graos inoculados, a concentragdo de
aflatoxina aumentou a partir do segundo més, mantendo-se alta até o quarto més
de armazenamento. Para os graos ndo inoculados o aumento na concentragao de
aflatoxina deu-se a partir do segundo meés, entretanto, a concentracdo desta
toxina neste tratamento foi bem mais baixa em compara¢do com o ocorrido no

tratamento dos graos inoculados.
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Figura 6 — Valores médios (ppb) de aflatoxina dos grios de milho inoculados
(IN) e ndo inoculados (NIN) com A. flavus, armazenados por um periodo de

quatro meses na umidade atmosféricas de 30%, 80% e 74%, respectivamente.
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5- Discussao

Os efeitos de fungos de armazenamento em graos armazenados tém sido
alvos de estudos por alguns autores, sendo as informagdes atuais baseadas em
pesquisas realizadas ja por algumas décadas. O conhecimento de fatores ou de
condigdes que condicionam ou determinam o crescimento ¢ a produgdo de
toxinas é importante para uma escolha correta de um bom armazenamento.

No presente trabalho o resultado da avaliacdo do indice de crescimento
micelial de Aspergillus glaucus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus e do
Penicillium sp (Figura 1 ¢ 2) estdo de acordo com os trabalhos de Christensen ¢
Kaufmann (1965) que relatam o comportamento diferencial dos fungos de
armazenamento, nos niveis de potenciais osmoticos do substrato. Estes autores
ainda relatam que ha uma reducdo no desenvolvimento destes fungos, na
seguinte ordem: Aspergillus glaucus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus e
do Penicillium sp.

Baseado na habilidade de crescerem em ambientes secos, em uma
temperatura mais elevada, os resultados deste estudo, evidenciou o efeito
positivo e o efeito negativo da alteragdo do potencial hidrico a medida que
aumentou os potencias em diferentes temperaturas. Deste modo, Subbarao et al.
(1993) verificaram diferencas no crescimento micelial do Aspergillus niger
quando se combinou diferentes potenciais hidricos com diferentes temperaturas.
O aumento dos niveis de potenciais inibiu o crescimento do Aspergillus niger,
em relacdo a temperatura, este autor demonstrou que o crescimento micelial foi
diretamente proporcional ao aumento.

Estudos sobre o crescimento in vitro de fungos em meio de cultura
osmoticamente modificado com adi¢do de solutos idnicos e ndo idnicos, t€m
sido constatados por varios autores, que estes organismos diferem na habilidade
de absorver agua do ambiente, e que existe uma faixa de potencial hidrico

adequada para cada espécie (Alam et al, 1996; Carvalho, 1999; Coutinho, 2000).
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Davis ¢ Baudoin (1985) verificaram um decréscimo no didmetro das
colonias de Geotrichum candidum de 48 horas de idade entre os potenciais
osmoticos de -1,5 a -2,5, porém, um incremento no crescimento micelial foi
observado sob os potenciais de -0,5 a -1,0 MPa. Morley et al (1993). Em seu
trabalho com Ascochyta paspali, verificaram que o crescimento micelial deste
fungo foi reduzido a partir do potencial osmético de -1,2 MPa sendo inibido a -
4,5 MPa.

Em relagdo a fungos de armazenamento do género Aspergillus
(Aspergillus ochraceus, A. niger e A. carbonarius), outros estudos ja
demonstraram a influéncia de diferentes meios de cultura, atividade de agua,
tempo e temperatura no crescimento micelial dos mesmos. Cabrera et al. (2005)
verificaram que houve um comportamento diferencial destes fungos nos
diferentes ambientes proporcionados. Estes resultados sdo compativeis com os
encontrados neste trabalho, em que os diferentes ambientes proporcionaram
mudangas no comportamento fungos de armazenamento.

No armazenamento dos graos inoculados e ndo inoculados em diferentes
niveis de umidade atmosférica, Aspergillus flavus apds invadir os gréos
armazenados provocou grandes perdas significativas na qualidade, estando de
acordo com Christensen e Kaufmann (1965) que relatam que os fungos de
armazenamento podem causar varias mudangas na qualidade dos grios
tornando-os improprios para o uso € a comercializa¢do. Fatores como tempo,
temperatura, umidade dos graos e umidade do local de armazenamento podem
determinar a infec¢do por fungos de armazenamento (DINGRA, 1985), que
foram determinantes na infec¢do por Aspergillus flavus nos griaos armazenados
deste estudo. Foroni et al (2005) relataram que quanto maior a temperatura € o
periodo de armazenamento maior a condutividade elétrica da solucdo que
continha os graos, indicando maior deterioragdo da membrana celular desses

graos, consequentemente perda na qualidade dos graos.
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A presenca do Aspergillus flavus nos grios, neste estudo, néo inibiu o
crescimento de outros fungos que podem atuar também no armazenamento como
Fusarium verticillioides, como observado por Farias et al. (2000) que em
amostras de graos de milho encontrou es trés dos principais géneros de fungos:
Aspergillus, Penicillium e Fusarium. De acordo com Christensen e Kaufmann
(1965) as espécies de fungos que atuam em graos t€m bem definido os fatores
favoraveis para seu desenvolvimento. De acordo com estes autores, Aspergillus
flavus invade os graos de milho quando se encontram em equilibrio com 85%
UR, que representa 18% de teor de umidade dos graos de milho a 25-30°C.
Entretanto se o grdo estiver em equilibrio de 70% de UR permitindo o
crescimento de outros fungos a agua metabdlica aumenta o teor de umidade do
grao permitindo a invasdo por fungos que necessitam de teores de umidade
elevados (CHRISTENSEN e KAUFMANN, 1965 ¢ DINGRA, 1985).

Em concordancia, ainda, com este estudo, os fungos de armazenamento,
de acordo com Sauer et al. (1992) podem desenvolver-se em substrato com
baixo teor de umidade, mesmo na auséncia de agua livre. A alta umidade do
grdo e a temperatura favoravel para a invasdo e crescimento do Aspergillus
flavus no presente estudo indicam que a contaminagdo fiingica dos grios com
alta umidade associada com a temperatura deteriora rapidamente os graos,
levando ao acumulo de micotoxina (CHRISTENSEN E MERONUCK, 1986;
DIENER et al, 1982;. JELINEK et al,. 1989; LILLEHOJ, 1987). Da mesma
forma, Janardhana et al. (1999) em seu estudo com 197 amostras de milho
coletadas em diferentes regides climaticas e locais (campo ¢ armazenamento)
relataram que 34,8% das amostras analisadas foram consideradas positivas com
altos niveis de micotoxina. Segundo este autor, a falta de instalacGes
apropriadas, o manuseio incorreto na pré e pos-colheita em interagdo com
fatores ambientais (umidade, temperatura) e fisicos dos graos (umidade do gréo)

podem induzir a contaminagao, invasdo e o acimulo de toxinas por fungos.
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6. Conclusdes

Os fungos Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
glaucus e Penicillium sp. mostraram que assim como outros espécies, possuem
diferentes habilidades em absorver 4gua do ambiente e que para cada espécie ha
um nivel de potencial adequado para o seu crescimento. O crescimento maior de
Aspergillus ochraceus e Aspergillus glaucus, neste estudo, em substrato com
restricdo hidrica elevada, confirmam relatos anteriores para estas espécies. O uso
do soluto glicerol proporcional maior crescimento dos fungos em estudo em
potenciais mais elevados, diferentemente do soluto NaCl que inibiu o

crescimento destes fungos.

A umidade atmosférica de 70% determinou os maiores valores de
producdo de aflatoxina, por Aspergillus flavus, em contraste aos maiores
valores desta toxina produzida em ambiente de umidade atmosférica de

80%.
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